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1.5 ml チューブ 






  Ni-NTA アガロース 
菌体洗浄用緩衝液（20 mM リン酸 Na-1 mM EDTA-pH 7.8） 
細胞溶解液（B-PER Reagent, Thermo Scientific 社） 
洗浄用緩衝液（20 mM リン酸 Na-0.5M NaCl-pH 7.8, 0.1% Triton x-100） 




した。その後、以下の手順で実験を行ったが、1)と 2)は、実験開始直前に担当の TA が行った。 





4) 13,000 rpm で 1 分間遠心後、マイクロピペットを用いて上清を取り除く。 
5) マイクロピペットを用いて細胞溶解液を加える。 
6) パワーマッシャー（目盛り I）で大腸菌の沈澱をよく懸濁する。 
7) 13,000 rpm で 10 分間遠心し、上清を Ni-NTA アガロース入りチューブに移す。 
8) 10 分以上、穏やかに手で混和する。この間にヒスチジンタグ GFP が Ni-NTA アガロースに結合する。 
9) 5,000 rpm、１分間遠心し、マイクロピペットを用いて上清を除く。 
10) マイクロピペットを用いて、洗浄用緩衝液を加えてボルテックスミキサーで懸濁する。 
11) 5,000 rpm、１分間遠心し、マイクロピペットを用いて上清を除く。 
12) マイクロピペットを用いてＧ液を加えてボルテックスミキサーで懸濁する。ヒスチジンタグ GFP が
Ni-NTA から外れ、溶出する。 















































 実習に先だって pZsGreen プラスミドを導入し形質転換した大腸菌を培養する。具体的には、１.
５mL の遠心チューブ内で大腸菌コンピテントセル溶液（DH-５α株）５０μL に２０ng の pZsGreen
プラスミドを混合し氷上にて１５分間静置する。遠心チューブを４２℃、１分間インキュベートし、
すぐに氷上に戻すヒートショック操作を行った後、SOC 培地２５０μL を加えて３７℃、１時間イ
ンキュベートする。この 液５０μL を０．４mM IPTG、５０μg/mL アンピシリンを含む LB
アガロース培地プレートに塗布し３７℃、１晩（約１８時間）インキュベートする。翌日、培地プ
レートにコロニーが出現していることを確認する。また、IPTG 誘導によって ZsGreen 緑色蛍光タン
パク質が発現しているこ を UV イルミネーターで観察する。大腸菌コロニーを拾い、蓋付きガラ
ス試験管内アンピシリンを含む LB 液体培地３mL に入れて、震盪培養器にて３７℃、１５０rpm に
て１晩（約１８時間）インキュベートする。翌日、菌液の一部５００μL を蓋付きガラス三角フラ
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（実習生１名に各 1 本、1 個）ミドリグリーン Direct 泳動用色素溶液（日本ジェネティクス株式会
社）、λHind III 電気泳動用 DNA サイズマーカー溶液（５μL にミドリグリーン Direct １μL 添
加）、空の１.５mL の遠心チューブ 




 DNA 解析用アガロース（アガロース S、ニッポンジーン）を０.３５g 量りとり三角フラスコにい
れ ５０ml の TAE 電気泳動用緩衝液を加えて電子レンジ（６００W 約２分間）でアガロースを完
全に溶かす。溶かしたアガロースを専用の容器に注ぎ込み、コームを差し込み固まらせる。 
 





ド DNA 溶液とする。 
 
＜アガロースゲル電気泳動＞ 
 泳動には DNA のサイズを測るため、電気泳動用 DNA サイズマーカーを一緒に泳動する。今回
は λHind III というλファージ DNA を制限酵素 Hind III にて断片化した DNA サイズマーカーを使
用する。 
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3） ２）と同様にして、泳動用プラスミド溶液を５μL とって２）の隣のウエルに入れる。 


















テキストの手順に従って、大腸菌からのプラスミド DNA の精製、アガロース電気泳動による DNA
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2-2. プラスミド 精製 
準備するもの 




mL のプラスミド回収用チューブ、マイクロピペッター（P-２０, P-２００, P-１０００）、遠心チュ
ーブ立て、チップ（イエロー：P-２０, P-２００用、ブルー：P-１０００用）、チップの廃棄容器 
（実習生４名に各１台）微量遠心チューブ用の卓上高速遠心機、ボルテックス 
1） 菌体の懸濁：マイクロピペッター（P-１０００）を使って２００μL の細胞懸濁用バッファー
（mP１）を沈殿させた菌体に加え、均一になるまでボルテックスを使用して懸濁させる。 
2） 細胞の溶解：マイクロピペッター（P-１０００）を使って２００μL の細胞溶解液（mP２）を
加える。蓋をしたチューブを５回上下反転させて緩やかに混ぜる。ボルテックスは使用しない。
室温で５分間おく。 
3） 中和：マイクロピペッター（P-１０００）を使って３００μL の中和バッファー（mP３）を加
えすぐに５回上下反転させて緩やかに混ぜる。ボルテックスは使用しない。１３０００rpm で
混合液を５分間遠心する。 
4） カートリッジへのサンプルの添加：スピンカートリッジを２mL の洗浄チューブに挿入する。
３）のステップでできた遠心上清をカートリッジに移す。１３０００rpm で混合液を１分間遠
